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DEDICATORIA




El propdsito de este libro es recordar que en el mundo de la medicina
hay un constante surgimiento de enfermedades, algunas de ellas con
una cronicidad de miles de aflos que, al no poderse erradicar de la hu-
manidad, tienden a ser olvidadas y pasan a formar un grupo que los
cientificos actuales clasifican como “enfermedades tropicales olvida-
das” (neglected tropical diseases), pero siempre hay investigadores (a
quien va dedicado este libro) que mantienen la blsqueda de respues-
tas a las incognitas surgidas en el entorno de cada enfermedad. Tal es
el ejemplo de la amibiasis, pues en el siglo pasado y al principio de éste
hubo un grupo de investigadores mexicanos que aportd conocimien-
to referente a aclarar algunos puntos de esta enfermedad, como son:
el doctor Rafael Campos Rodriguez?, el doctor Victor Tsutsumi, la doc-
tora Rosa Adriana Jarillo Lung, la doctora Mineko Shibayama, el doctor
Ruy Pérez Tamayo', el doctor Alfonso Olivos Garcia', la doctora Patricia
Talamés Rohana, el doctor Adolfo Martinez Palomo, la doctora Martha
Espinosa Cantellano, el doctor Roberto Kretschmer, la doctora Cecilia Xi-
ménez, la doctora Patricia Mordn, el doctor Fernando Anaya Veldzquez,
y otros que se me escapan a la memoria. Este libro también trata de
mantener la atencién en la importancia que tiene la amibiasis en
nuestro estado de Aguascalientes, ya que existe bastante interés
por parte de investigadores del mundo microscopico que estudian las
amibas de vida libre y aportan conocimiento de la biodiversidad y eco-
logia de nuestro estado, aunado al hecho de que la amiba patégena
Entamoeba histolytica afecta ala poblacién local, de ahi la importancia
que se le debe dar al estudio de la amibiasis en Aguascalientes.
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PREFACIO




Creemos que vivimos en un mundo dominado por el hombre, sin em-
bargo, desconocemos ese mundo microscopico que nos rodea y que
es parte de nuestra vida. Es mds, nosotros como humanidad tenemos,
a lo mucho, unos cuatro millones de afos de evolucion; comparados
conlos seres microscopicos que iniciaron la poblacion de la tierra, que
fue aproximadamente 3800 millones de afos atrds, esa gran diferen-
cia nos permite decir que el hombre esté inmerso en un universo con
2,000,000 de especies, entre ellas, de microbios como las bacterias,
hongos, algas y protistas.

En el estado de Aguascalientes, poco 0 nada se conoce acer-
ca de las especies de amibas, tanto de vida libre como las patégenas,
salvo algunos trabajos que se han hecho con las dltimas. Por ejem-
plo, Mufioz-Ortega et al. (2011)' realizaron un estudio sobre el efecto
de Entamoeba histolytica en el sistema parasimpdtico del humano;
Avila-Blanco et al. (2020) presentaron el efecto de una queratitis expe-
rimental en ratas utilizando Acanthamoeba griffini; Medina-Rosales et
al.(2021) se enfocaron en explicar un estudio sobre la virulencia de En-
tamoeba histolytica en el higado. En el caso de afecciones cerebrales,
Victoria-Herndndez et al. (2020) expusieron un caso con E. histolytica.

En cuanto alas amibas de vida libre, Martinez-Herndndez & Silva
Briano (2003) dieron a conocer el estudio de tres sarcodinos plancté-
nicos. Otro estudio de una amiba de vida libre tecada Difflugia corona
paraidentificar sus proteinas de la membrana se llevé a cabo por Silva-
Briano et al.(2007). Es asi que cada especie de amiba tiene importancia
biolégica y/o patoldgica, por ejemplo, las amibas de vida libre son im-
portantes para el equilibrio ecoldégico de los cuerpos de agua, junto
con sus mecanismos de reproduccion y la interaccién con otras espe-
cies; ademas de que forman parte de la delicada cadena alimenticia
de dichas masas de agua, también son indicadores ecoldgicos y, por
supuesto, de la salud de estos cuerpos.

Aguascalientes contiene miriadas de pequefios charcos, es-
tanques naturales y bordos (construidos por el hombre), donde viven

1 Paraconsultar las referencias citadas en el prefacio, ver las pp. 35y 36.
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todo tipo de organismos, como son bacterias, algas, protistas, hon-
gos, invertebrados, vertebrados diversos y, desde luego, plantas. En el
caso de los protistas de la familia Amoebozoa, esta familia tiene dos
principales componentes: a) amibas de vida libre, de las cuales algunas
pueden llegar a ser patbgenas, como la Acanthamoeba, Naegleria, etc.,
y b) amibas patégenas que son pardsitas del hombre (Entamoeba histo-
lytica,Acanthamoeba griffini, Entamoeba gingivalis, Naegleria fowleri
—no reportada para el estado—). Por lo que esta obra trata de descri-
bir una pequeia parte de ese universo microscopico que coexiste
con el hombre.

El estudio de las amibas nos permite ver esa alta capacidad de
los pardsitos para aprovechar al méximo los procesos moleculares
de la relacion hospedero-pardsito para sobrevivir y perpetuar su es-
pecie en el hombre; de hecho, esta parasitosis es de las pocas que no
tiene hospederos intermediarios, es decir, la infeccion es directa.

14
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En un mundo cambiante en el que todas las especies estdn en lenta
pero constante evolucion, donde cada una de ellas estd tratando de
adaptarse v, sin duda, para sobrevivir, al final tratard de extenderse a
otros medioambientes y colonizarlos, en el caso de las amibas (Protis-
ta: Sarcodina), ya sea desnudas, tecadas, de vida libre y, especialmente,
las pardsitas, este reto las obligard a desarrollar nuevos mecanismos
para permanecer en este planeta; aunque las especies pardsitas, en el
sentido estricto, no siempre lo fueron y tuvieron que librar, a lo largo de
millones de anos, estrategias para poder ganar su lugar en los nichos
ecolégicos en que viven ahora. Por ejemplo, Acanthamoeba griffini,
que normalmente vive en pequenos estanques, en muchas regiones,
en la modalidad de vida libre, si por accidente se transmite al humano
porque se introduce al ojo de éste, 0 bien, si se encuentra en forma de
quiste, estando en el suelo, e ingresa por una herida o si se inocula por
la mucosa ocular y nasal, producird una lesién en la cérnea al grado de
dejar ciega ala persona. Todo esto lo ocasionard la ameba para sobrevi-
vir en un ambiente adverso a ella.

Lo mismo ocurrird con la Naegleria fowleri, la famosa amiba
come cerebros que, al entrar en el torrente sanguineo mediante el con-
tacto con el agua de estanques, albercas, etc., ya que es habitante de
aguas cdlidas, ocasionard una inflamacién en el cerebro (meningoen-
cefalitis amebiana) sillega ahti, lo que derivard en la muerte de la persona
en pocos dias debido a que provoca la destruccion de ese érgano. En
el caso de la Entamoeba histolytica, ya como un pardsito estricto, se
conocen los efectos que ésta causa tanto en el higado como en otros
6rganos. Lo mismo para la E. gingivalis que, a pesar de no ser tan viru-
lenta o peligrosa, se encuentra también presente en el humano.

En el grupo de los sarcodinos, al que pertenecen las amebas,
se tienen reportadas al menos 48,000 especies, siendo el grupo mds
diverso dentro de los protistas, por lo tanto, se han reportado algunos
ejemplos de como una ameba de vida libre puede afectar al humano
al entrar en el cuerpo de una manera accidental. Con esto, a sabien-
das de la cantidad de especies que viven en los cuerpos de agua de
todo el mundo y en forma de quistes en el suelo, y que llevados por el

17



_ AMEBAS DEL ESTADO DE AGUASCALIENTES

viento pueden llegar a lugares insospechados, imaginemos el poten-
cial de patogenicidad que representa este grupo de sarcodinos para
el humano. Recordemos que todos los seres vivos estdin en constante
movilidad, ya sea pasiva o activa, esperando una oportunidad para sa-
car ventaja de la especie vecina y conquistar nuevos ambitos.
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Capitulo 1

AMIBAS
DE VIDA LIBRE
(DESNUDAS Y TECADAS)



Las amibas de vida libre son protistas que habitan los cuerpos de agua
continentales y albergan un ndmero no conocido de especies en el es-
tado. Las hay desnudas y tecadas. Estas Gltimas pueden construir una
teca con material autdéctono y aléctono; el material puede ser diverso,
ya que la teca puede estar constituida por diferentes materiales que
se encuentran en el medio, como son fragmentos de diatomeas; par-
ticulas pequenas en forma de piedrecillas y otros; metales tales como
silice; ademads de compuestos como carbonato de calcio o con varias
capas de proteinas cementadas con polisacdridos (Lee et al.,, 2000).

No existen registros de amibas desnudas en el estado, no obs-
tante, para las tecadas hay varios registros referentes a tres géneros
plancténicos: Arcella (Figuras 1, 2), Difflugia (Figuras 3, 4) y Centro-
pyxis (Figuras 5, 6) (Martinez Herndndez & Silva Briano, 2003). También
se ha encontrado en los cuerpos de agua dulce: Euglypha (Figura 7) y
Trinema (Figura 8). Un estudio acerca del andlisis de la ultraestructu-
ra de la amiba de vida libre Difflugia corona se realizé con esta amiba
plancténica (Silva-Briano et al.,, 2007). Estas especies plancténicas no
parecen causar problemas de salud en las poblaciones urbanas, pues
no existen registros de ellas acerca de su importancia médica.

De las especies desnudas tampoco existen registros en el es-
tado acerca de la diversidad de especies no tecadas; sin embargo,
se incluyen algunas que podrian ser un potencial riesgo sanitario. De
entre la gran variedad de amibas desnudas se muestran algunos
ejemplos. De la familia de la Entamoeba histolytica, pero de vida libre,
se encontré una amiba gigante de mdas de 1 mm de largo: Polychaos
(Figura 9avy b).
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Brum BEEE8 UAA

Figura 1. a) Arcella dentata, tipica amiba de vida libre tecada (vista dorsal); b) Arcella vul-
garis, amiba tecada del estado (vista ventral). Microfotografia MEB. JEOL LV 5900.
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Figura 3. Difflugia sp. Amiba con teca construida con materiales diversos del medio y
fragmentos de diatomeas. Microfotografia MEB. JEOL LV 5900.




Figura 4. a) Difflugia sp. Amiba mostrando la teca construida con materiales diversos y
fragmentos de diatomeas, acompafada por el rotifero Lecane sp.; b) amiba mostrando el
largo lobépodo. Microfotografia digital. Nikon Eclipse. Camara digital Sight D5-F12.



Figura 5. Centropyxis aculeata. Amiba tecada que
muestra 5 proyecciones en la teca; se observa la célula
(amiba) dentro de la teca. Microfotografia digital. Nikon
Eclipse. Camara digital Sight D5-F12.

Figura 6. Centropyxis aculeata. Amiba dentro de la
teca en la que se observa el contenido alimenticio y
una gran vacuola. Microfotografia digital. Nikon Eclip-
se. Camara digital Sight D5-F12.
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Figura 7a y b. Euglypha sp. Amiba mostrando la teca con escamas y la abertura por
donde emergen los filopodios (no visibles). Microfotografia digital. Nikon Eclipse. Camara
digital Sight D5-F12.
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Figura 8. Trinema sp. Amiba tecada formada por escamas y la abertura, donde emergen
los pseuddpodos. Microfotografia MEB. JEOL LV 5900.
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Figura 9ay b. Polychaos sp. Amiba desnuda donde se observan sus grandes y largos lo-
bopodos y se aprecian las microalgas y algunos protistas que ha fagocitado. Fotografia
digital. Microfotografia digital. Nikon Eclipse. Camara digital Sight D5-F12.
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Figura 10a y b. Thecamoeba sp. Amiba desnuda que muestra su Gnico y grande lob6-
podo con el que se desplaza y fagocita. Fotografia digital. Microfotografia digital. Nikon
Eclipse. Camara digital Sight D5-F12.
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Figura 11a y b. Dos amibas no identificadas de vida libre que por su morfologia pudieran
causar algin problema, como la Acanthamoeba, que también coloniza este habitat, pero
al penetrar el ojo humano, lo afectan, causando un dafio irreversible; tal es el caso de
estas dos amibas que, a pesar de alimentarse de microalgas y otros protistas como dia-
tomeas, como la Fragilaria sp. y Phacus sp., respectivamente, se desconoce qué pasaria
si entraran accidentalmente al hombre. Fotografia digital. Microfotografia digital. Nikon
Eclipse. Camara digital Sight D5-F12.
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Figura 12a, by c. Tres amibas de vida libre comunes en los cuerpos de agua del estado.
Las 3 amibas tienen la morfologia tipica del grupo que estd filogenéticamente cercano a
Entamoeba histolytica que causa tantos males al humano. Fotografia digital. Microfoto-
grafia digital. Nikon Eclipse. Camara digital Sight D5-F12.
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Las especies aqui presentadas (son sélo un ejemplo) tratan de
establecer el posible vinculo de la vida libre y la pardasita. Existen mas
de 48,000 especies de sarcodinos en todos los hdbitats. Respecto a
las especies dulceacuicolas, algunas de ellas, a pesar de vivir en este
medio, cuando entran al cuerpo humano, son patégenas. Por ello, si
conociéramos la biodiversidad de sarcodinos, sobre todo del tipo que
incluye a las desnudas, algunas de ellas con probada patologia en el
hombre, ;tendriamos conciencia de lo que nos espera alos humanos si
las amibas no estudiadas adn pudieran potencialmente ser un riesgo
para la salud?
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Capitulo 2

AMIBAS DE VIDA LIBRE
CON CAPACIDAD PATOGENA:
Acanthamoeba SPP.



Género Acanthamoeba

Del griego akantha (pico/espina), que se agregd como prefijo de ameba
para describirla con estructuras similares a espinas (acanthopodia).
Este organismo es ahora conocido como Acanthamoeba, un protista
protozoario anfizoico (oportunistay no oportunista) ampliamente distri-
buido en el medio ambiente (Pradhan, 2020), con cerca de 25 especies
y miembro del grupo de las amebas desnudas, las cuales carecen de
una teca que las cubra (Booton et al., 2005).

Clasificacion

Reino: Protozoa

Subreino: Sarcomastigota

Filo: Amoebozoa

Subfilo: Lobosa

Clase: Discosea

Subclase: Longamoebia

Orden: Centramoebida

Suborden: Acanthopodina

Familia: Acanthamoebidae

Género: Acanthamoeba (Adl et al., 2012).

Distribucion

Es una ameba de vida libre que estd presente en todo tipo de ambien-
tes en todo el mundo (Kong, 2009). Se han aislado varias especies
de Acanthamoeba de agua dulce, agua de mar, sedimentos oced-
nicos, agua congelada de albercas, agua de la llave, agua mineral
embotellada, agua de refrigeracion industrial, del aire acondicionado,
del aire, aguas residuales, suelo, composta, albercas cloradas, bafos
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medicinales, unidades de tratamiento dental, tubos de lavado gdstrico,
unidades de didlisis y estuches para lentes de contacto.

Entre los organismos vivos, Acanthamoeba se ha aislado de ve-
getales, hongos, células cultivadas, peces, reptiles, aves y mamiferos.
En humanos, las especies de Acanthamoeba se han aislado de cavi-
dades nasales, garganta e intestino, asi como de tejidos infectados,
incluido el tejido cerebral, el tejido pulmonar, las heridas de la piel y la
cornea (De Jonckheere, 1991). El reciente aumento de los casos de que-
ratitis, especialmente en relacion con el incremento en el uso de lentes
de contacto, se debe probablemente a la omnipresencia del organis-
mo como resultado de la resistencia pronunciada de sus quistes a la
desinfeccion y desecacion. Al ser la temperatura del ojo més baja que
la del resto del cuerpo humano, la presencia de cepas de Acanthamoe-
ba que crecen a temperaturas mas bajas también puede contribuir a
la infeccion, con lo que aumenta el nimero de amebas posiblemente
infecciosas. La evidencia reciente, sin embargo, indica que tal vez sélo
un namero limitado de especies causan enfermedades oculares (De
Jonckheere, 1991; Kong, 2009).

Biologia

Como se puede ver en la Figura 13, la Acanthamoeba tiene dos etapas
en su ciclo de vida: una etapa de trofozoito vegetativo, con un diGmetro
de 13-40 um; y una etapa de quiste latente, de 13-23 um; este Gltimo pre-
senta una actividad metabdlica minima, la cual le permite sobrevivir a
ladesecaciony ala falta de nutrientes. El trofozoito contiene una o mas
vacuolas contréctiles prominentes, cuya funcion es expulsar el agua
para la regulacidon osmatica.

Trofozoito: el trofozoito de Acanthamoeba posee un gran nime-
ro de mitocondrias. Durante la etapa de trofozoito (del griego tropho
que significa “nutrir”), la Acanthamoeba se alimenta de particulas or-
gdnicas, asi como de otros microbios, y se divide mitéticamente en
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condiciones 6ptimas (suministro de alimentos, pH neutro, ~ 30 °C) y 50-
80 mOsm/L.

Quiste: la exposicion alas duras condiciones resulta en una forma
de quiste de doble pared en la diferenciacion celular. La pared exterior
consiste en proteinas y polisacdaridos, mientras que la pared interna
estd formada por celulosa. Las paredes est@in normalmente separadas
por un espacio, excepto en ciertos puntos, donde forman el opérculo
localizado en el centro de los ostiolos (puntos de salida del trofozoito)
(Siddiqui & Khan, 2012).

Figura 13. Quiste y trofozoito de Acanthamoeba griffini MYP2004. Contraste de fases
40x. Se pueden observar trofozoitos con sus vacuolas y nicleo, asi como los quistes y su
doble pared. Fotografia propia.
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Genotipos

Las especies de Acanthamoeba se clasifican en tres grupos mor-
folégicos basados, en gran medida, en la morfologia de los quistes y
también en los andlisis moleculares de los genes del rRNA de subuni-
dad nuclear y mitocondrial. Los datos recopilados en la Gltima década
permiten analizar rGpidamente una muestra clinica o ambiental a partir
de métodos moleculares para determinar y clasificar la secuencia del
genotipo de la Acanthamoeba. Las similitudes de las secuencias entre
dos genes son utilizadas para determinar las relaciones filogenéticas
entre cepas y explorar una posible relacion con los fenotipos patégenos.
Los actuales andlisis moleculares sugieren que existen 15 0 mds genoti-
pos, designados: T1, T2, etc. La caracterizacion de los genotipos es un
drea activa de investigacion, ya que depende de los criterios estadisti-
cos empleados para distinguir los genotipos y el nimero de expansion
de aislamientos analizados. Aunque los principales grupos morfologi-
cos son respaldados por andlisis moleculares, varias de las especies
nombradas no se han observado como entidades monofiléticas Uni-
cas cuando se examinan con métodos moleculares (Gréfica 1) (Booton
etal,2005).
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Grafica 1. Genotipos predominantes de Acanthamoeba. Elaboracion propia con datos de
Booton et al. (2005, p. 1690). (AK) = Acanthamoeba queratitis.

En el trabajo de Booton et al. (2005) se sefiala que de 249 aisla-
dos de Acanthamoeba spp. se identificd con mayor frecuencia las que
pertenecen al genotipo T4, esto incluye a las aisladas del ambiente, las
aisladas de queratitis amebiana y otras enfermedades no relaciona-
das alos ojos.
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Patogenia

Queratitis amebiana

Recientemente, los médicos especializados en pardsitos han presta-
do atencién a la Acanthamoeba, pues se sabe que varias especies
del género causan encefalitis amebiana granulomatosa (GAE) —poten-
cialmente mortal en individuos inmunocomprometidos— y queratitis
amebiana —potencialmente mortal en usuarios de lentes de contacto—.
La incidencia de la queratitis por Acanthamoeba ha crecido exponen-
cialmente durante los Gltimos 30 afos. Hasta el afio 2009, se encontrd
que 2 casos sospechosos de GAE estaban infectados con Acantha-
moeba spp. en la Republica de Coreq; estos pacientes murieron de
meningoencefalitis. Ademds, se notificO 1 caso de neumonia por
Acanthamoeba con un estado de inmunodeficiencia. En el caso de la
queratitis por Acanthamoeba, la incidencia ha aumentado desde prin-
cipios de la década de 1990 y ya se han notificado més de 30 casos
(Kong, 2009).

Caso clinico de un paciente con queratitis amebiana
reportado en México
Villa Ramirez (2016) inform6 de un caso de queratitis amebiana en el
Hospital Asociacién Para Evitar la Ceguera en México (APEC) de la Ciu-
dad de México, donde una paciente de sexo femenino, de 30 afos,
refirid tener dolor ocular agudo en el ojo derecho, incomodidad, epifora
e hiperemia conjuntival de dos meses de evolucion. Por lo que durante
un examen con lampara de hendidura se observéo una dlcera corneal
central de 4 x 5 mm, con bordes bien definidos y depésitos subepite-
liales, reaccion ciliar ++, hiperemia conjuntival y una presion intraocular
normal tomada por medio de tonometria digital. La agudeza visual es-
taba limitada a los movimientos de la mano.

Después de estudios de laboratorio clinico en blsqueda de
bacterias, hongos y de Acanthamoebas en tomas de muestra de la
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Ulcera corneal y de los lentes de contacto, se identificaron diversas
bacterias en los cultivos provenientes de los lentes de contacto: Flavi-
monas oryzihabitans, Klebsiella oxytoca, Corynebacterium aquaticum,
Corynebacterium bovis y Corynebacterium pseudotuberculosis.No se
identificaron indicios de infecciones flngicas ni virales, pero si la pre-
sencia de la Acanthamoeba en las muestras de las Glceras corneales.
Por esta razon, se adicionaron gotas oftdimicas de clorhexidina 0.02%
al tratamiento, cada 2 h durante 10 dias; después, se cambid la dosis a
cada 4 dias durante 30 dias, hasta que la lesién y el leucoma (opacidad
enla cérnea) se resolvieron.

La revision y andlisis de este tipo de casos clinicos nos permite
resaltar la importancia de practicar una buena higiene en el uso de los
lentes de contacto; asimismo, que existe la posibilidad de que varios ca-
sos de queratitis amebiana en México, e incluso en Aguascalientes,
queden enmascarados por falta de conocimientos en el diagnoéstico
de este padecimiento y de su agente causal, la Acanthamoeba, a pe-
sar de ser un organismo comun en el medio ambiente.
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Figura 14. Queratitis amebiana severa en ojo humano. Tomada de Lorenzo-Morales et
al.(2015).
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CONCLUSION




Estas amebas de vida libre se han reportado en cuerpos de agua dul-
ce envarias partes del mundo, siendo muy comunes en agua de la llave
y en aguas estancadas; incluso, se ha reportado un caso de queratitis
amebiana en México causada por Acanthamoeba griffini, asi que la
presencia de la ameba en el estado es muy posible, aunque aparente-
mente sin reportes adn. Debido a lo anterior, hacen falta mas estudios
en el estado sobre los microorganismos de vida libre, al mismo tiempo
que fomentar los esfuerzos de divulgacion entre la poblacién enriesgo,
esto es, por parte del personal del érea clinica, laboratoristas, médicos
y enfermeras, con la finalidad de resaltar el potencial patégeno de es-
tas amibas ambientales. En la situacion actual, es muy probable que
algunos casos de queratitis en la region pudieran estar enmascarados
como virales o flngicos. Por ello, éste es un llamado para que se rea-
licen mas estudios sobre este género en la entidad y, de esta manera,
conocer sialgunas enfermedades previamente descritas pudieran ser
causadas por este microorganismo, asi como para conocer la biodi-
versidad de Acanthamoeba en nuestro estado.
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DE Entamoeba histolytica



Entamoeba histolytica (E. histolytica) es un protozoario primitivo clasi-
ficado como patégeno para el hombre, el cual causa la amibiasis. Esta
enfermedad ha existido, con toda probabilidad, desde que el hombre
empez0 a poblar la corteza terrestre, y en el sentido biolégico evoluti-
Vo, el pardsito debe habernos precedido por un largo periodo. A pesar
de descripciones acerca de disenterias en escritos chinos, hebreos,
griegos y hasta sdnscritos, resulta dificil probar que se deban a E. his-
tolytica, ya que pudieron haber sido causadas por otros agentes. En
1828, el médico inglés James Annesley ya describia la disenteria com-
plicada con absceso hepdatico, sin mostrarse seguro si el absceso era
consecuencia de la disenteria. Durante la mitad del siglo xix, en 1856, el
médico mexicano Miguel Jiménez publico su libro Lecciones dadas en
la escuela de medicina de México. En uno de los relatos, escribid: “Ten-
go que dar una atencién mdas esmerada y volver con mads frecuencia
al examen de los abscesos en el higado por dos razones principales
siendo una de ellas que la enfermedad es muy comin en nuestro pais”
(Kretschmer, 1994, p. 20); estos hechos le dieron a México la clasifica-
cion de una de las “patrias de la amibiasis”.

De manera contempordneaq, en Rusia, en 1873, el médico Fedor
Aleksandrovich Lesh publicé en la revista alemana Virchow Archiv fir
Pathologische Anatomie un caso tratado por él de disenteria amebia-
na, con lo que comprobd por primera vez que el agente causal habian
sido los trofozoitos, a los que llamé Entamoeba coli, que obtuvo de de-
yecciones del paciente y los administro a perros (Kretschmer, 1994). El
descubrimiento de mayor trascendencia en la amibiasis lo hizo él mis-
mo en 1875, al publicar su articulo “Desarrollo masivo de amibas en el
intestino grueso” (Kretschmer, 1994). Posteriormente, en 1886, en Egipto,
Robert Koch estudié 5 casos de disenteria amebiana; se trata, asi, del
primer investigador que describid las amebas con procedimientos tin-
toriales. En 1887, Esteban Kartulis, otro investigador egipcio, publicé un
estudio de 150 pacientes con disenteria amebiana, pero nunca pudo de-
mostrar que la causa de la enfermedad fue E. histolytica; hasta que en
1890, William Osler en Estados Unidos observo el primer caso de absce-
so hepatico amebiano (Kretschmer, 1994). Ya en 1961, L. S. Diamond y su
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equipo en Estados Unidos lograron crear el primer cultivo axénico para
E. histolytica, un medio difdsico compuesto por suero, caldo suplemen-
tado con extracto de embridon de pollo y vitaminas; este hecho dio la
posibilidad a investigadores de hacer muchos estudios in vitro con el
trofozoito de E. histolytica. Con el paso del tiempo fue modificindose
hasta lograr un medio (TYI-S-33), usado en casi todos los laboratorios
que investigan E. histolytica (Diamond et al., 1978).

En México, durante el siglo pasado y principios de éste, sur-
gieron varios investigadores que han contribuido a la creacién de
conocimiento, tratando de entender a E. histolytica. Por ejemplo: el
doctor Rafael Campos Rodriguez realizé estudios sobre los mecanis-
mos de la inmunidad de mucosas contra el pardsito; el doctor Victor
Tsutsumi describio la importancia de la reaccion inflamatoria en los
casos de absceso hepatico amebiano a nivel ultraestructural, ayuda-
do por la doctora Mineko Shibayama, con quien aporté conocimiento
acerca de los modelos animales para el estudio de la amebiasis; la
doctora Rosa Adriana Jarillo Luna proporciond hechos relevantes en
casos de estudios de la respuesta inmune celular en amebiasis. Por
su parte, el doctor Ruy Pérez Tamayo estudio la amebiasis cut@ineay la
cirrosis hepatica; el doctor Alfonso Olivos Garcia, quien fue su alumno,
brindé estudios para comprender el porqué E. histolytica sobrevive en
ambientes de escaso oxigeno.

Por otro lado, la doctora Patricia Talamés Rohana llevé a cabo
estudios a nivel molecular de las proteinas que permiten la adherencia
de los trofozoitos a los tejidos de huésped, asi como el entendimien-
to del trafico vesicular dentro del pardsito; asimismo, el doctor Adolfo
Martinez Palomo enriquecio6 el conocimiento de la reaccion huésped-
pardsito de la amibiasis; la doctora Martha Espinosa Cantellano,
alumna del doctor Martinez Palomo, enriquecio el tema de la ultraes-
tructura de la amiba en el microscopio electrénico de transmision
y de barrido; por su lado, el doctor Roberto Kretschmer, la doctora
Cecilia Ximénez y la doctora Patricia Mordan han hecho lo propio en
el campo de la inmunologia y la epidemiologia de la amibiasis. Final-
mente, la doctora Ma. Esther Orozco Orozco realiza amplios estudios
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en biologia molecular de los factores de patogenicidad, asi como de la
biologia y genética molecular de la multirresistencia a fGrmacos del po-
résito, al mismo tiempo que hace estudios bdsicos de la organizacion
de sugenoma.

Enotraslatitudes se hanhecho estudios por PCRy se hanmostra-
dorastros de E. histolytica en humanos desde el afio 7000 a.C. (Le Bailly
& Bouchet, 2006). Para terminar, cabe mencionar que investigadores
de Asia y Europa también han aportado diversos conocimientos epide-
miologicos, de patologiq, biologia celular y molecular al entendimiento
del parasito E. histolytica; algunos de los descubrimientos estdn plas-
mados en el libro Amebiasis, cuyo autor es el doctor Tomoyoshi Nozaki
(Nozaki & Bhattacharya, 2015).

Biologia celular de E. histolytica

Caracteristicas generales

E. histolytica pertenece a la familia Entamoebidae del orden Amoebida,
subfilum Sarcodina, superclase Rhizopoda de protozoos formadores de
seudopodos, clase Lobosea. En 1913, Kuenen y Swellengrebel informa-
ron que E. histolytica tiene tres fases en su ciclo de vida: la invasora
propiamente dicha, la comensal y la quistica tetrdgena, siendo las dos
primeras fases el trofozoito (lapalabrasignifica“y se mueve”) endiferen-
tes grados de actividad y la dGltima la quistica; por tanto, E. histolytica
puede existir en dos formas: trofozoito y quiste. El trofozoito es un anae-
robio facultativo de 10-40 um de didmetro, muy activo y pleomoérfico;
su citoesqueleto citopldsmico contiene actina y miosina que pueden
encontrarse en forma polimerizada o despolimerizada, por lo que este
mecanismo es la fuente de su estado constante de movimiento y de
las diversas formas que adopta (pleomorfismo). Carece de algunos
organelos que se encuentran en la mayoria de los eucariontes, como
mitocondrias y sistema de lisosomas primarios y secundarios, reticulo
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endoplasmatico y aparato de Golgi (Figura 16) (Martinez-Palomo, 1987).
Se adlimenta por fagocitosis de células del hospedero y en su super-
ficie muestra lobopodios, estomas endociticos, filopodios y un uroide
(Figura 17).

Los quistes son formas redondas o ligeramente ovaladas de 8
a 20 um de diGmetro, los cuales, sin tefir, se pueden ver como cuer-
pos hialinos con pared refringente. Su citoplasma es incoloro, de modo
que permite la visualizacion de los llamados cuerpos cromatoides
y nucléolos en nimero de uno a cuatro. Los quistes son la forma de
resistencia del pardasito, debido a que pueden sobrevivir fuera del hos-
pedero por semanas 0 meses en un ambiente hiimedo. El proceso de
enquistamiento de la amiba se da cuando las condiciones ambienta-
les le son desfavorables a los trofozoitos. Aln hoy, poco se conoce de
este proceso por la incapacidad de reproducir el fendémeno in vitro; sin
embargo, se ha podido confirmar un papel importante de la quitina —po-
limero de n-acetilglucosamina unida por enlaces B (1-4), muy comin en
hongos, crustdceos e insectos, pero ausente en humanos—. Durante
la transformacién in vitro del trofozoito de E. invadens a quiste se ha
comprobado con inhibidores especificos de quitina que disminuye no-
tablemente el nimero de quistes formados en cultivo (Avron et al.,, 1982).
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Figura 16. Imagen de E. histolytica observada mediante microscopio electrénico de
transmision. Tomada de Martinez-Palomo (1987, p. 116).
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Figura 17. Formaciones externas de E. histolytica (lobopodios, estomas endociticos, fi-
lopodios y uroide) vistas en el microscopio electrénico de barrido. MEB. JEOL LV 5900.
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Ciclo biolégico

El ciclo de vida de E. histolytica es relativamente sencillo (Figura 18). La
infeccién se inicia con la ingesta de quistes (capaces de resistir el pH
g@strico) provenientes de agua o alimentos contaminados con materia
fecal. En su paso por el tubo digestivo, el quiste sufre modificaciones
como el ablandamiento de la pared de quitina y en el intestino delgado
ocurre el llamado desenquistamiento, que consiste en la division del
quiste cuatrinucleado, el cual da origen a ocho nicleos (estado me-
taquistico transitorio); la division citoplGsmica continla y, al romperse
la pared quistica, emergen ocho trofozoitos que se dirigen al intestino
grueso para colonizarlo, ahi se alimentan de bacterias y restos celu-
lares; finalmente, dependiendo de la cepa amebiana ingerida, si es de
alta virulencia, los trofozoitos pueden establecer los inicios de la in-
vasion de los tejidos intestinales que, a su vez, tiene mecanismos de
defensa de la respuesta inmune de mucosas para evitar la invasion; en
cambio, si los mecanismos inmunolégicos del huésped logran su co-
metido, entonces los trofozoitos tienden a enquistarse, con lo que se
completa el ciclo (Ravdin, 1995).

b B

Figura 18. Trofozoitos y quiste de E. histolytica. Tomada de Riedel et al. (2020, p. 728).
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La patogenicidad trata de los mecanismos bdasicos mediante los cua-
les las amibas causan dafo durante el proceso de invasion a través
de las paredes del intestino o cdmo invaden el higado u otros érganos,
como pulmon, cerebro, entre otros, y que, ademds, contribuyen a su ca-
pacidad de causar enfermedad en el hospedero.

Factores de patogenicidad

Adhesinas. Son glicoproteinas de membrana externa tipo lectina de di-
ferente peso molecular: 260, 170, 220, 112 y 140 kDa. Estas moléculas le
permiten adherirse al epitelio de la mucosaintestinal, al tejido hepatico,
a las células sanguineas y a otros tejidos posiblemente invadidos, tam-
bién al dcido hialurénico y a la fibronectina (Rosales-Encina et al., 1987,
Sengupta et al., 2009). Tienen afinidad por azicares como la N-acetil-D-
galactosamina, N-acetilglucosaminag; como se observa, son azicares de
membrana de los eritrocitos y de matriz extracelular (Kretschmer, 1994).

Amebaporos. Moléculas secretadas por las amibas, capaces de
ocasionar dafno a las células del huésped debido a su insercion mem-
branal para formar estructuras tipo canales y asi provocar cambios
osméticos a nivel de membrana celular de las células del huésped
(Kretschmer, 1994).

Cistein-proteasas. Enzimas con capacidad para digerir proteinas del
huésped, como algunas constituyentes de la matriz extracelular, tales
como la fibronectina (Kretschmer, 1994).

Colagenasas, hialuronidasas y neuraminidasas. Enzimas encar-

gadas de digerir matriz extracelular en procesos invasivos (Espinosa-
Cantellano & Martinez-Palomo, 2000).
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Toxinas. En células epiteliales, estas toxinas ocasionan pérdida de
adhesiones intercelulares con redondeamiento celular; en cultivos,
ocasionan desanclaje de las células epiteliales (Kretschmer, 1994).

Lipofosfoglucanos y los lipoproteofosfoglucanos. Se propone que
estas moléculas le dan el cardcter patogénico e invasor a E. histolytica
sobre otras especies de amibas, ya que dafnan tejido (Kretschmer, 1994).

Lectina semejante al CD59. La CD59 es una molécula de algunas
células del sistema inmune y otras células no inmunes, cuya finali-
dad es protegerlas contra la accion del complemento; por lo cual, esta
lecting, presente en el repertorio molecular de la amiba semejante al
CD59, la protege contra la cascada del complemento y principalmente
contra el complejo de ataque a la membrana (Espinosa-Cantellano &
Martinez-Palomo, 2000; Ventura-Judrez et al., 2009).

Virulencia de E. histolytica

Mucho se ha avanzado en el conocimiento de la biologia de la E. his-
tolytica desde la aparicion de los primeros medios sintéticos para
su cultivo y su posterior perfeccionamiento (Diamond, 1961). Asi, se
ha planteado que existen distintas especies de Entamoeba morfol6-
gicamente idénticas, pero de diferente patogenicidad y/o virulencia.
Entamoeba dispar, la especie mas comun, se asocia principalmente
con el estado de portador asintomatico. En cambio, la especie pato-
génica, referida como E. histolytica, tiene la capacidad de invadir los
tejidos y causar enfermedad sintomatica. La existencia de especies
distintas fue inicialmente sugerida por los estudios de zimodemos (pa-
tréon enzimatico en electroforesis). De manera que distintos zimodemos
se asociaron con la enfermedad sintomatica invasora (E. histolytica) o
con el estado de portador asintomatico (E. dispar o E. histolytica) (Mar-
tinez-Palomo, 1987).
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La investigacion del ADN amebiano al utilizar sondas de ARN 0
ADN indicaron diferencias genéticas entre E. dispar y E. histolytica. Pre-
cisamente, mediante la técnica de PCR se han encontrado diferencias
en fragmentos genémicos de ADN entre ambas especies. En lo que se
refiere a diferencias antigénicas entre E. dispar y E. histolytica, se han
detectado distintos epitopos en la subunidad pesada de 170 kDa de
la lectina inhibible por galactosa en E. histolytica, pero no en E. dispar;
otra diferencia es la presencia de eritrocitos ingeridos por E. histolyti-
ca, lo que no sucede con E. dispar (Petri et al., 1990).

Aunado a lo anterior, estudios genéticos realizados por la doc-
tora Esther Orozco del CINVESTAV han profundizado en tres dreas del
conocimiento:

a) La biologia molecular de los factores de virulencia de Entamoe-
ba histolytica, en la que se identificé una proteina de 112 kDa
en la superficie de la amiba que estd codificada por dos genes
adyacentes del genoma amibiano. Esta molécula participa en
la adhesion del trofozoito a la célula blanco y tiene actividad de
proteasa. Los genes han sido clonados en vectores especiales
y actualmente sus productos se estan probando como candida-
tos para elaborar una vacuna contra el parasito.

b) La biologia y genética molecular de los factores que participan
en la multirresistencia a farmacos en E. histolytica. Para ello,
generaron mutantes de E. histolytica resistentes a drogas. En-
tre los genes detectados estd el EhPgp5, que es inducible por
la presencia de emetina en el medio, y el EhPgp1, que se expre-
sa constitutivamente. En la actualidad estudian los factores
nucleares que participan tanto en la expresion constitutiva del
gen EhPgp1como en la inducida del gen EhPgp5.

c¢) La organizacion del genoma amibiano. En esta linea se ha carac-
terizado el cariotipo molecular de la amiba, pues encontraron
ADN en su citoplasma, en un organelo que denominamos EhkO.
Recientemente detectaron intercambio genético entre trofozoi-
tos de un mismo cultivoy los de las clonas de E. histolytica. Estos
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hechos, al menos en parte, explican el fenémeno de variabilidad
de las cepas amebianas (Luna-Arias et al., 1999).

En esta época, varios investigadores hemos hipotetizado que
algunos de los productos del huésped pueden ser empleados por los
trofozoitos para aumentar su virulencia y/o ser fuente quimiotdactica
para sus movimientos y procesos de invasion, por ejemplo:

a) Los trofozoitos son quimiotdcticos a un suero condicionado y
a un medio donde se depositan las secreciones de otros trofo-
zoitos; es decir, las amebas, cuando se encuentran en fluidos
enriquecidos con proteinas como los medios de cultivo, aumen-
tan su capacidad de movimientos para sus procesos normales
(Zakiet al., 2006).

b) Interleucina 8 (IL-8). La ameba E. histolytica es capaz de detec-
tar la interleucina 8 de la fuente donde se estd produciendo.
Sabemos que esta citocina es producida por células epiteliales
danadas, asi como por macréfagos y linfocitos que acompafan
el proceso inflamatorio durante la invasion amebiana a los teji-
dos; entonces, una vez que la IL-8 es captada por las moléculas
de la superficie amibiana, se despiertan sefales intracelulares
que activan los mecanismos de movimiento del citoesqueleto
amebiano hacia el sitio donde estd la fuente de la IL-8, por eso se
le denomina quimiotdctico (Diaz-Valencia et al., 2015).

c) Factor de necrosis tumoral (TNF). Esta citocina es un producto de
los macrofagos encargados de detectar agentes extrafios para
fagocitarlos, digerirlos y eliminarlos del huésped. En este senti-
do, el grupo de la doctora Nancy Guillén, en el Instituto Pasteur,
realiz6 trabajos que demuestran esta funcién quimiotdctica del
TNF para E. histolytica, siendo un factor mas de virulencia del pa-
résito para invadir tejidos (Blazquez et al., 2006).

d) En nuestro laboratorio hemos descubierto que la interleucina
interferon gamma tiene actividad inductora de la movilidad,
quimiotaxis y aumenta la capacidad eritrofagocitica cuando
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estd en contacto con los trofozoitos de Entamoeba histolyti-
ca, lo que indica que esta citocina proinflamatoria, producida
principalmente por linfocitos T CD4 y macrofagos, puede estar
alimentando la capacidad fagocitica e invasora de este pardsi-
to; ademds, en los trofozoitos, estimula la activacion de varios
genes de proteinas enzimdticas, como protein-cinasas, protei-
nas de adhesion y proteinas que protegen al pardsito contra el
exceso de oxigeno, como la enzima ciclooxigenasay la peroxire-
doxina (Pulido-Ortega et al., 2019).

e) Otro factor del huésped evaluado fue el neurotransmisor ace-
tilcolina, siendo éste abundante en el intestino, lugar obligado
de entrada del pardsito E. histolytica al huésped. Fue mediante
trabajos de biologia celular, molecular y morfolégicos que se
demostro el efecto quimiotactico, activador del citoesqueleto
y estimulador de la eritrofagocitosis a microdosis de 100 nano-
molar de este neurotransmisor. Lo anterior se observé cuando
hubo aumento enla capacidad patogénica de la ameba en el mo-
delo animal del absceso hepdatico en hamster (Medina-Rosales
etal,2021).
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EPIDEMIOLOGIA
NACIONAL Y ESTATAL
DE AMIBIASIS



La amibiasis es la enfermedad producida por E. histolytica, de distri-
bucién mundial. Se estima que afecta a alrededor de 500 millones de
personas anualmente y que, de ellas, 110,000 mueren por complica-
ciones causadas por este agente (1%, aproximadamente), ya que las
personas infectadas pueden desarrollar patologias potencialmen-
te fatales, como la colitis amibiana fulminante o el absceso hepdtico
amibiano (AHA). En 2010 se detect6 una mortalidad mundial de 55,500
personas (Lozano et al., 2012). En México, la magnitud de esta parasi-
tosis es tan grande que en 2009 se reportd una incidencia de 543.37
casos de amibiasis por 100,000 habitantes (Ximénez et al., 2009). Los
trabajos epidemioldgicos realizados en el estado de Morelos en 2012
indican que en ciertas comunidades, como el municipio de Amacu-
zac, la frecuencia de infeccion mds alta es por E. histolytica, y en
Tlaltizapdn la amiba mads prevalente (95%) es E. dispar (Ximénez, 2013).

El absceso hepdtico amibiano (AHA) es la complicacion extra-
intestinal mdas frecuente. Tipicamente los pacientes se presentan
con un cuadro clinico agudo o crénico, con dolor abdominal en el hi-
pocondrio derecho, asociado a sintomas generales (pérdida de peso,
mialgias, malestar general y fiebre); los sintomas gastrointestinales y
la ictericia son raros. El diagnéstico de AHA se realiza por el cuadro cli-
nico sugestivo y se confirma con evidencia imagenolégica (ecografia
0 TAC), serologia positiva para E. histolytica y respuesta al tratamiento
con nitroimidazoles. A nivel del pais, los resultados muestran que son
pocos los estados afectados por absceso hepatico amibiano. Especifi-
camente, Morelos tiene la tasa de incidencia coincidente con la media
nacional: 3.66% por 100 mil habitantes en el afio 2002; en la Ciudad de
México es de 0.69%, y las mds alta la tiene Sonora, con 13.4%; Sinaloa,
11.37%; Nayarit, 1011%; Colima, 19.5%, y Chiapas, 1116% (Ximénez, 2013).
En Aguascalientes, recientemente llevamos a cabo un estudio obser-
vacional y retrospectivo de casos de amibiasis en los registros de los
hospitales I1SSSTE, Centenario Hospital Miguel Hidalgo y Tercer Milenio
(1IsseA), donde se detectaron las siguientes cifras (el andlisis de los
datos obtenidos mostraron diferentes resultados de acuerdo con el
hospital analizado).
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Hospital Tercer Milenio

En el rango de tiempo del afio 2013 al 2021 se detecté un aumento de
casos de amibiasis por grupo etario en los correspondientes de 0-10
afos y de 41-50 anos, con predominio en hombres (p<0.05 *) (Gréafica 2).
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Grdfica 2. Casos detectados de amibiasis en el Hospital Tercer Milenio (ISSEA).

Hospital ISSSTE
En ellapso de 2016 al 2019 se mostré un aumento considerable respec-

to a las otras edades, esto es, entre los 41-50 y los 51-60 afos; aunque
resalto la positividad en mujeres (P<0.001 ***) (Gréfica 3).
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Grafica 3. Casos detectados de amibiasis en el Hospital ISSSTE.

Centenario Hospital Miguel Hidalgo

En el periodo de 2016-2019 hubo una mayor presencia de pacientes en
los primeros 20 afos y en el rango de los 40 a los 60 afos, con una
p<0.05 * (Gréfica 4).

2.5 1 -~ Hombres

—# Mujeres

N
a1
1

-
o
1

o
1

Casos amebiasis / aio

T T ¥ T T T 1
0O 10 20 30 40 50 60 70 8

Edades

Grafica 4. Casos detectados de amibiasis en el Hospital Centenario Miguel Hidalgo.
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En los datos de todos los hospitales, reunidos en una sola gré-
fica (Grafica b), no se notan cambios respecto al sexo ni edades; sin
embargo, si se observéo una tendencia al aumento en las mujeres en el
grupo etario de 50-60 arios.
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Grafica 5. Todos los casos detectados de amibiasis en los tres hospitales estudiados,
2016-2019.

Para nuestro conocimiento, éste es el primer estudio que se
hace acerca del estado en que se encuentran los casos de amibiasis
en los hospitales publicos de tercer nivel de Aguascalientes, excepto
los hospitales del IMss (clinicas 1, 2 y 3), debido a que tienen un siste-
ma muy complejo de solicitud para hacer este tipo de estudios y poder
analizar sus registros. Como se pudo observar,de manera general, hay
un nimero importante de casos de amibiasis en el tercer nivel de aten-
cién médica en Aguascalientes, en relaciéon con datos que han sido
registrados en varios estudios sobre amibiasis en México (Secretaria
de Salud, 2021; Ximénez, 2013). Esto demuestra la endemicidad de esta
parasitosis en Aguascalientes, a pesar de los esfuerzos de la Secreta-
ria de Salud por dar servicios pUblicos de calidad.

Otro aspecto importante resulta al momento de analizar de ma-
nera individual cada hospital, pues en los hospitales Tercer Milenio y
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Miguel Hidalgo se observaron dos picos de incidencia en las prime-
ras edades (0-20 anos) y en la poblacion adulta (40-60 afos) (p<0.05);
esto, acorde con los datos de estudios a nivel nacional e internacional
(Dominguez, 2018), lo que puede estar relacionado con el nivel socioeco-
némico de la poblacion atendida. Por otra parte, en el hospital del ISSSTE
sobresale la mayor incidencia en los pacientes femeninos del rango de
edad de 40 a 60 anos (p<0.05); contrario a los reportes a nivel nacio-
nal e internacional, donde explican que la amibiasis siempre es mayor
en hombres (Dominguez, 2018); no se presentaron aumentos en la in-
fancia (p<0.05), s6lo se observé una ligera tendencia en los hombres.
De manera general, podemos decir que las diferencias encontradas
dependen del nivel socioeconémico de las poblaciones atendidas por
cada hospital.

Si bien, los casos de amebiasis han disminuido con el paso del
tiempo, aln representa una importante causa de morbilidad y mor-
talidad de origen infeccioso a nivel nacional. Asi, de acuerdo con los
resultados obtenidos en este estudio en Aguascalientes, la mayor con-
centracion de casos de amebiasis se dio en el Hospital General ISSSTE
Aguascalientes; ademas, llama la atencién que la mayoria de los casos
se presentaran en el sexo femenino, contrario a lo reportado en datos
nacionales. El pico de edad para la presentacion de la enfermedad fue
similar en los tres hospitales, siendo la poblaciéon de 40 a 60 afos la
mas afectada. Los resultados demuestran que la amebiasis intestinal
sigue representando una enfermedad infecciosa frecuente en nues-
tro medio; no obstante, es necesario realizar un estudio en un mayor
nUimero de hospitales para poder hacer una estimacion mas acertada
sobre la situacion actual del estado en cuanto a esta parasitosis.

*Agradecemos la cordial atencién a las personas de los diferentes
hospitales participantes y de la Benemérita Universidad Autbnoma
de Aguascalientes para el desarrollo de este estudio. A Alondra Melina
Martinez Marin, estudiante de medicina veterinaria; a Tania Montserrat
Andrade Romero, estudiante de medicing, y a Rodrigo Hernandez Soria,
estudiante de medicinag, de la UAA. A Javier Gongora Ortega, coordinador

77



AMEBAS DEL ESTADO DE AGUASCALIENTES

del Departamento de Investigacion del ISSEA. A Celia Montoya Delgado,
jefa del Departamento de Ensefianza en el Hospital Tercer Milenio del
ISSEA. Al doctor Luis Mufioz Fernéndez, patologo del Centenario Hospital
Miguel Hidalgo, Ags. A José Manuel Arreola Guerraq, jefe del Depar-
tamento de Investigacion del Centenario Hospital Miguel Hidalgo. A
Claudia Elvia Pacheco Campos, subjefa del Departamento de Ense-
Aanza e Investigacion en Enfermeria del ISSSTE Aguascalientes. Y a
José Emanuel Poblano Sanchez, LABQ del ISSSTE Aguascalientes.
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. PRESENTACIONES
CLINICAS DE AMIBIASIS
EN AGUASCALIENTES



Amibiasis intestinal (Al)

Seconoce quelainfeccion por E. histolytica inicia conlaingestade quis-
tes del pardsito en alimentos o agua contaminada o por falta de higiene
personal, de tal manera que los quistes, durante el paso del tracto di-
gestivo, van sufriendo modificaciones y en el intestino grueso emergen
los trofozoitos que se instalan en la mucosa del colon; dependiendo de
su perfil genético e inmunoenzimatico y de las condiciones del siste-
ma inmune del huésped, se inicia un estado de portador asintomatico
o un estado de invasion por el pardsito para convertirse en amebiasis
intestinal de diferentes grados de evolucién (Espinosa-Cantellano &
Martinez-Palomo, 2000). Hay cuatro formas clinicas de amebiasis in-
testinal invasiva, todas generalmente agudas y correlacionadas con
hallazgos histopatoldgicos especificos, como disenteria o diarrea san-
guinolenta, colitis fulminante, apendicitis amebiana y ameboma de
colon. Los sindromes disentéricos y diarreicos constituyen 90% de los
casos de amibiasis intestinal invasiva y se consideran relativamente
benignos. Por el contrario, la colitis amebiana fulminante es una afec-
cion clinica extremadamente grave que evoluciona rdpidamente con
lesiones ulcerosas necréticas, las cuales se extienden sobre grandes
@reas, a veces incluido todo el colon.
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Figura 19. Segmento de intestino grueso con lesiones amebianas. a) Vista externa del
intestino grueso, donde se muestran perforaciones en la pared, rodeada de zonas con
necrosis hemorrdgica. b) Corte longitudinal del intestino grueso que muestra depésitos
mucosanguineos en la mucosa (flechas) y dreas necréticas (asterisco). En la parte su-
perior de la muestra (flecha doble) se observa la apertura de una Glcera (Ventura-Judrez
etal.,2007).
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Absceso hepdatico amibiano (AHA)

La invasion al higado del huésped es posterior a una amibiasis intes-
tinal y ocurre al ingresar el trofozoito de E. histolytica en el sistema
portal-hepdtico por la produccion de enzimas proteoliticas que de-
gradan las paredes de los vasos sanguineos del intestino y se hacen
resistentes a la lisis por las proteinas del complemento en la sangre
(Ventura-Judrez et al., 2009); con esto, se produce la invasion del higa-
do, en especial en el I6bulo derecho, donde desarrollan su actividad
histolitica y se generan trombosis y microabscesos que progresan en
tamano. Estudios anatomopatolégicos han demostrado que al llegar
los trofozoitos al higado son rodeados por neutrdfilos. La lisis de los
neutréfilos y de los histiocitos o macréfagos de la periferia dan origen
a la necrosis del tejido hepatico; estas células son reemplazadas pro-
gresivamente por macrofagos y células epitelioides hasta desarrollar
un granuloma, lo que indica que el proceso de lisis de los hepatocitos
es combinado y se debe tanto a la capacidad histolitica de la ameba
como ala lisis de los neutrdfilos. En la periferia del absceso se encuen-
tra tejido hepdtico en destruccidn y fibrosis, con linfocitos, plasmocitos
y trofozoitos; el contenido, que no es purulento, consiste en un liquido
de color oscuro o amairillo rojizo, sin trofozoitos, ya que éstos no so-
breviven al ambiente y generalmente el contenido permanece estéril,
excepto cuando ocurre una infeccion secundaria. En los abscesos cro-
nicos puede constituirse una cdpsula de tejido fibroso que los aisla del
tejido sano (Viasus-Pérez et al., 2004).

Para conocer los mecanismos de agresion de las amibas, se
estudian los mecanismos de defensa celular del humano, como la ac-
tivacion de los macréfagos y linfocitos que en individuos susceptibles
son incapaces de abolir el proceso de invasion amibiana en los tejidos
intestinales y hepdaticos; no siendo asi en modelos animales resisten-
tes, como el ratén y la rata, en los que se ha demostrado que dichos
mecanismos son efectivos para abortar el proceso invasor parasitario
en pocos dias (Jarillo-Luna et al,, 2002; Tsutsumi et al., 1984). Por su par-
te, investigaciones acerca del papel de los neutréfilos, macréfagos y el
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complemento sérico como elementos de la respuesta inmune innata
(Olivos-Garcia et al., 2004) y posibles barreras para evitar la invasion de
los pardsitos han arrojado resultados positivos en la explicacion de los
mecanismos de invasion.
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Figura 20. Inmunodeteccion de tro-
fozoitos de E. histolytica en tejido
hepatico. Las amebas interactian
con los hepatocitos y las células
inflamatorias de diferentes mane-
ras. 1a) Ameba (flecha) en sinusoide
hepatico. 1b) Trofozoitos (flechas)
en estrecho contacto con hepato-
citos con evidencia de algin dafio y
reaccion de peroxidasa a las molé-
culas amebianas (asterisco); no hay
infiltrado inflamatorio. 1c) Trofozoi-
tos (flechas) en zona hepdtica con
lisis (doble asterisco); hay linfocitos
ocasionales a los lados (puntas de
flecha). 1d) Otra vista de un absce-
so hepatico amebiano en donde los
trofozoitos (flechas) se localizan en
una zona litica (doble asterisco) y
hay abundantes células inflamato-
rias vecinas (puntas de flecha). 1e)
Otra zona lisada del tejido hepdtico
infectado; las amebas se encuen-
tran en dos situaciones: una sin
leucocitos (asterisco) y la otra con
abundantes células inflamatorias
(doble asterisco). 1f) Un drea lisada
de tejido infectado (doble asterisco)
con abundantes trofozoitos (flechas)
sin células inflamatorias. 1g) Ensayo
de control para anticuerpo policlonal
anti-E. histolytica, donde abundan
trofozoitos sin tefir (flechas) (Ventu-
ra-Judrez et al., 2003, p. 506).
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Amibiasis cerebral (AC)

Aunque el absceso cerebral amebiano es una forma rara de amebiasis
invasiva, cuando estd presente, con frecuencia, es letal. Este padeci-
miento inicia con la infeccidn del colon por trofozoitos de E. histolytica,
que llegan a través del torrente sanguineo a otros tejidos, frecuente-
mente al higado, pulmones y cerebro. La amebiasis cerebral, una forma
muy rara de entamoebiosis, a menudo es dificil de diagnosticar, debido
ala disponibilidad limitada de herramientas de diagndstico adecuadas.
Este padecimiento se reporta muy raramente en la literatura médicq;
se presenta principalmente en adultos jovenes y de mediana edad
que padecen absceso hepdtico o amebiasis intestinal. Los sintomas
asociados son dolores de cabeza, alteracion del estado mental, tras-
tornos por irritacion meningeq, convulsiones y vomitos. De los 133
casos de la literatura, 10 recibieron un diagnéstico oportuno y un tra-
tamiento adecuado (metronidazol y deshidroemetina), lo que resultd
en una recuperacion completa; los otros casos, no fue posible realizar
un diagnéstico preciso, en consecuencia, no se proporciond la terapia
adecuaday los pacientes murieron (Victoria-Herndndez et al., 2020). En
Aguascalientes hemos documentado y publicado dos casos de amibia-
sis cerebral, uno en el afio 2012 (Maldonado-Barrera et al., 2012) y otro
recientemente en el afno 2020 (Victoria-Hernandez et al.,2020). En estos
casos de absceso cerebral, causados por E. histolytica, los pacientes no
presentaron antecedentes de amebiasis hepatica o intestinal, su estado
clinico declind muy rapidamente y termind con la muerte.

La tomografia axial computarizada se puede utilizar para diag-
nosticar la presencia o ausencia de un absceso cerebral con una
certeza de 100%; sin embargo, esta herramienta de diagndstico no re-
vela el agente etiolégico de la enfermedad al analizar el caso clinico
de un paciente que fallecid por tratamiento intempestivo de esta en-
fermedad. Actualmente, el diagndstico de absceso cerebral amebiano
se puede realizar mediante resonancia magnética nuclear de crdneo,
apoyado con la identificacion de la ameba por inmunohistoquimica e
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inmunofluorescencia con anticuerpos especificos en biopsias de teji-
do cerebral de pacientes con sospecha de este padecimiento.

Figura 21. Iméagenes de resonancia magnética nuclear de craneo. A) Mdltiples lesiones
quisticas con realce en anillo tras la administracion de contraste, sin difusion restringida,
enlébulos temporal y occipital; a) axial TISE, b) axial T2 Propeller, c) axial T1 SE + gadolinio,
d) axial bwi. B) RMN cerebral con contraste de gadolinio que muestra lesiones realzadas
en anillo con distribucion multilobar; a) y b) SE T1 sagital + gadolinio, ¢) SE coronal T1 +
gadolinio con lesiones supra e infratentoriales, d) SE coronal T1+ gadolinio con lesiones
temporales e intraventriculares (Victoria-Herndndez et al., 2020).
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Figura 22. Vista panordmica de un absceso cerebral amebiano con extensas éreas necro-
ticas (cruz)y abscesos (asterisco) en el tejido.a) Aumento del drea necrética con estructuras
ameboides que tienen microvacuolas claras en su citoplasma (flecha) y con células gliales
normales en las proximidades (doble flecha). b) Trofozoito con eritrocitos fragmentados in-
geridos (flecha) en el Grea necrética (Maldonado-Barrera et al., 2012, p. 1293).
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Farmacos

Los tratamientos utilizados para combatir la amibiasis se pueden clasi-
ficar, segun su sitio de accion, en amebicidas luminales (paromomicing,
furoato de diloxanida, yodoquinol y nitazoxanida) y tisulares (cloroqui-
na, emeting, tinidazol y metronidazol -M1z-) (Gonzales et al., 2009). El
metronidazol se ha establecido como el tratamiento mds eficaz para
tratar la amibiasis invasiva, tiene buena biodisponibilidad y excelente
distribucion en todos los tejidos, entra facilmente en las membranas
celulares (difusion pasiva) y se convierte en su forma activa solamente
en microambientes con potencial de 6xido-reduccion. MTZ es un profar-
maco que es reducido por la tiorredoxina reductasa del pardasito para
producir un anién nitrorradical o en nitroimidazol, metabolitos conside-
rados altamente toxicos para el pardsito (Leitsch et al., 2007).

Aunque es el farmaco mas comdnmente utilizado para tratar
la amebiasis, el M7z se asocia a efectos secundarios sustanciales
como nduseas, vomitos, dolores de cabeza, y efectos mas graves como
anorexia,ataxiay erupciones cuténeas (Haque et al., 2003; Marie & Petri,
2013). Ademdss, se ha encontrado que las concentraciones amebicidas
empleadas para tratar la enfermedad pueden generar resistencia a
dicho farmaco (Bansal et al., 2004), lo cual ha promovido al desarrollo
de nuevas estrategias (Nagaraja & Ankri, 2019), con objetivos y modos de
accion distintos a los generados por el M1z (Ansari et al., 2020).
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Figura 24. Forma de activacion del metronidazol y su mecanismo de accion en E. histo-
Iytica. El metronidazol se reduce de manera monovalente por la tiorredoxina, después
de su activacién se forma el anién nitrorradical o nitrosoimidazol. El anion nitrorradical
puede reducir el oxigeno (O,) y por lo tanto generar especies reactivas de oxigeno. El
nitrosoimidazol forma aductos con grupos tioles de proteinas, principalmente de la tio-
rredoxina reductasa (TrxR), la tiorredoxina (Trx), la superdxido dismutasa (SOD) y purina
nucleosido fosforilasa (PNP). Modificado de Leitsch et al. (2007).

Vacunas

El objetivo de cualquier vacuna es desarrollar una inmunidad protec-
tora de larga duracion, ademds de caracterizarse por ser rentables,
seguras y con menos efectos secundarios indeseables (Quach et al.,
2014). Los principales requisitos para el desarrollo de una vacuna eficaz
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incluyen la identificacién de un antigeno protector, una via de adminis-
tracion adecuada, la estimulacion de una fuerte respuesta inmunitaria
y, con ello, el establecimiento de la memoria inmunolégica. En lo que
respecta a la amibiasis, no existe una vacuna que se haya emplea-
do para ensayos clinicos en humanos; sin embargo, existen estudios
sobre las proteinas del pardsito que muestran una actividad inmunoes-
timulante y que, aplicadas en modelos in vivo, han generado proteccion
contra la amibiasis intestinal y el absceso hepatico amibiano (Haque
et al.,, 2003; Houpt et al., 2004). Aunque cabe mencionar que estas pro-
teinas candidatas inmunoestimulantes por si mismas requieren el uso
de adyuvantes para provocar respuestas humorales y celulares mas
elevadas, lo cual ha implicado el uso de componentes que no son viables
para el ser humano y conllevan implicaciones téxicas. En la Tabla 1 se
muestra un resumen de los antigenos que mas se han estudiado para
el desarrollo de vacunas contra E. histolytica.

Tabla 1. Antigenos de E. histolytica probados en animales de experimentacion

Vi P j Dosi
Antigeno Modelo Adyuvante . |_a de L orcentmf 0SS Referencia
administracion  de proteccion (ng)
Intraperitoneal A
SREHP  Gerbo Freund pertio 100% 5o Zhangetal
Intradérmica (1994)
29-kDa Soongetal.
R B | %
(Eh29) ata C Ora 80% 30 (1995)

i Martinez-
Adhesina | ster  Freund Subcutdnea 33% 120 Lopezetal
112kDa

(2004)
Hamster/ Gonzdlez-
EhCBP30 orbo Freund Subcutdnea 43% 30 Vazquez
9 etal. (2012)
Gal-GalNac
Intraperitoneal o Petri &
260-kDa Gerbo Freud Subcutdnea 86% 30 Ravdin (1991)
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Viad P taj Dosi
Antigeno Modelo Adyuvante . |'u © .. orcen Glf 0sis Referencia
administracion  de proteccion (ng)
P o Barroso
LecA Rata EMO14 Subcutdnea 89% 100 etal (2014)
- Rata/ .
1-436 Freud Intraperitoneal 8% 50
gerbo
™ Rata/ )
'436-624 Freud Intraperitoneal 38% 50
gerbo Lotteretal
1997
**799-939 Rata Freud Intraperitoneal 12% 50 ( )
gerbo
**939- Rata/ ) o
1053 gerbo Freud Intraperitoneal 63% 50

*Subunidad B de la toxina del colera.
**Fragmentos de la subunidad pesada de 170 kDa de la lectina Gal-GalNac.

Dentro de estas proteinas, el antigeno mads estudiado en el
desarrollo de vacunas es la lectina Gal-GalNAc, una proteina hetero-
dimérica (260 kDa) ubicada en la superficie del pardsito, la cual actia
como una adhesina que se une a la superficie de las células del hos-
pedero. Consiste en una subunidad pesada (170 kDa, HgL) unida por
disulfuro a una subunidad ligera (31/35-kDa, LgL) que, a su vez, estd
asociada no covalentemente con una subunidad intermedia de 150
kDa (Figura 25) (Petri et al., 1989). En un estudio previo, la subunidad pe-
sada de 170 kDa fue analizada y se encontrd que existe una regién rica
en carbohidratos (LC3), la cual induce una inmunidad humoral (IgG) alta
frente a la amibiasis (Soong et al., 1995). Por otro lado, se encontré que
al analizar los anticuerpos IgA séricos de pacientes con AHA, estos anti-
cuerpos se unian con alta afinidad a la regién LC3, lo que puede ayudar
ainhibir la adherencia del pardsito a las células (Abd-Alla et al., 2004).
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170-kDa Hgl 150-kDalgl
)

- o

- 31/35kDa
-~ Lgl

Region pobre Pseudo- Regiénrica
en cisteinas repeticiones en cisteinas CRD ~ TMCD

GPI

1 436 624 1053 CITOPLASMA

Figura 25. Estructura de la Gal-GalNac. Subunidad pesada (Hgl), subunidad ligera (Lgl) y
subunidad intermedia (Igl). Glicosilfosfatidilinositol (GP1). TM, transmembrana; cb, dominio
citoplasmatico; crD, dominio rico en carbohidratos. Modificado de Quach et al. (2014).

A partir de estos hallazgos, en 2017, en el Departamento de Mor-
fologia de la Universidad Autbnoma de Aguascalientes se diserio6 y
elabord una vacuna recombinante, disefiada a partir de la region LC3
de la subunidad pesada de 170 kDa, unida a los dominios | y Il de la exo-
toxina A de Pseudomonas aeruginosa (P.aeruginosa) parala uniéndela
proteina con receptores celulares y, a su vez, unida a una regién KDEL3
que permite a la proteina fagocitada escapar del compartimento
endociticoy dirigirse al reticulo endoplasmico (PEAlI-LC3-KDEL3) (Mar-
tinez-Herndndez et al., 2017) (Figura 26). Esta vacuna fue probada en un
modelo in vivo, en el que se pudo demostrar la prevencion de la ame-
biasis invasiva, la inhibicién de una respuesta inflamatoria excesiva 'y
la activacion de una respuesta protectora en poco tiempo. Ademads, la
vacuna presenta componentes adyuvantes en su estructura que po-
tencializan la respuesta contra el pardsito (Martinez-Herndndez et al.,
2021), con lo que se obtiene un 100% de proteccion (Tabla 2). Cabe
mencionar que esta vacuna amebiana propuesta estd en proceso de
andlisis para el otorgamiento de patente.
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Tabla 2. Vacuna recombinante PEAIII-LC3-KDEL3 de E. histolytica

. Viade Porcentajede Dosis .
Antigeno Modelo  Adyuvante . » I A Referencia
administracion proteccion (mg)
Martinez-
PEII-LC3- _ o ~
Hamster - Intramuscular 100% 100 Herndndez et al.
KDEL3
(2021)
Hgl170-kDa
1aa ] ‘ 1291aa
— Regi6n de anclaje ala
758:1134 membrana
region LC3
Dominios Exotoxin A &
la I Ib n Dominio deletado
()
LC3
la 1] Ib LC3 Fusion del fragmento
LC3
U KDEL3
la 1 Ib LC3 KDEL3 Adhesi6n de KDEL
EcoRI Hindlll Hindlll/Bglll D Eagl Notl
His 6x/Ek la Il b Lc3 KDEL3  Disefiodelaproteina

recombinante

Figura 26. Vacuna recombinante de fusion PEAIII-LC3-KDEL3. Tomada de Martinez-
Herndndez et al. (2017, p. 1151).
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Medidas preventivas

La prevencion contra la amibiasis debe centrarse en mantener las me-
didas de higiene, mejorar el suministro de agua, eliminar correctamente
las excretas y enriquecer la alimentacion de la poblacion (Lejeune et al.,
2009). La implementacion de estas medidas preventivas debe ser una
parte esencial para la prevencion y control de la amebiasis entre indivi-
duos y comunidades (Tékpa et al., 2019). No obstante, debe tenerse en
cuenta que estas medidas son a largo plazo, debido a la poca dispo-
nibilidad de recursos y del desarrollo en paises en vias de desarrollo.
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